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RESUMO 
 
A geração de energia renovável é uma das maneiras de solucionar o acúmulo deresíduos 
agroindustriais. A estratégia de sucesso para produzir enzimas celulolíticas inclui seleção de 
microrganismos e melhorias nas condições do processo fermentativo. Este trabalho descreve 
aanálise das atividades enzimáticas de celulases usando diferentes fontes de substratos a partir 
de fungos degradantes de biomassa da floresta Amazônica. As fermentações foram realizadas 
em agitadores a 150 rpm, 30 °C durante 240 h. Foram determinadas três atividades 
enzimáticas: CMCase, FPase e β-glicosidase. O substrato comercial AVICEL® apresentou as 
maiores atividades enzimáticas, principalmente após 96 horas de fermentação, tanto para a 
cepa 511 quanto 519. 
 
Palavras-chave: energia renovável, enzimas celulolíticas, biomassa amazônica 
 
ABSTRACT 
 
Renewable energy generation is one way of solving the accumulation of agro-industrial 
waste.The successful strategy to produce cellulolytic enzymes includes both 
microorganismselection and improved fermentation process conditions. This work describes 
the analysis of the enzymatic activities of cellulases using different sources of substrates from 
degrading fungi of Amazonian forest biomass.The fermentations were carried out inshakers at 
150 rpm, 30 °C for 240 h. Three enzyme activities were determined: CMCase, FPaseand β-
glucosidase.The commercial substrate AVICEL® showed the highest enzymatic activities, 
mainly after 96 hours of fermentation, for both strains 511 and 519. 
 
Keywords: renewable energy, cellulolytic enzymes, Amazonian biomass 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
 Os resíduos agroindustriais são fontes renováveis de carbono e energia e podem 
serutilizados para produção de alimentos, forragens, compostos químicos, além de 
combustíveislíquidos. O Brasil gera diversos resíduos agroindustriais, entre eles, o bagaço de cana-
de-açúcaré o mais abundante. Esta biomassa lignocelulósica é rica em carboidratosmetabolizáveis 
de forma economicamente viável, desde que haja hidrólise adequada domaterial. 
 O uso do mesmo material para produção de enzimas e hidrólise pode reduzir os custos de 
produção de etanol de segunda geração, uma vez que ambos os processos podem ser co-localizados 
e compartilhar infra-estrutura (Delabona et al., 2012; Goldbeck et al., 2013). Os 
microrganismosisolados neste trabalho foram selecionados com base em suas características de 
utilização das pentosesxilose (majoritária na hemicelulose) e arabinose, visando o melhor 
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aproveitamento dabiomassa lignocelulósica(Cassa-Barbosa et al., 2015). Foram isoladas 02 
colônias de microrganismos unicelulares, emmeio seletivo, para a realização dos ensaios 
fermentativos e verificação das atividades enzimáticas.  
 O objetivo do presente estudo foi avaliar a produção de enzimas celulolíticas pelos 
microorganismos Meyerozymaguilliermondii e de Pichiakudriavzeviiisolados do Bioma 
Amazônico brasileiro. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 MICRORGANISMOS 
 As seguintes cepas de M. guilliermondii e de Pichiakudriavzevii foram selecionadas como 
potenciais produtoras de celulases baseadas no trabalho prévio de screening realizado no Centro de 
Biotecnologia da Amaônia - CBA (Cassa-Barbosa et al., 2015). Estesmicrorganismos pertencema 
Coleção de Microrganismos do CBA, no Laboratório de Bioprospecção (LBP) – Depto. 
Microbiologia/CBA-Inmetro,e foram isoladas de diferentes fontes: fezes de bovinos (CBA-519 –
P.kudriavzevii) e tubo intestinal de insetos imaturos (CBA-511 - M. guilliermondii) (Tabela 1).  
  
Tabela1. Relação das espécies de leveduras isoladas e respectivos códigos referentes à coleção de Microrganismos do 
CBA. 
Código Espécie 
CBA-511 Meyerozymaguilliermondii 
CBA-519 Pichiakudriavzevii (Issatchenkiaorientalis) 
 
2.2 CONDIÇÕES DAS FERMENTAÇÕES E PRODUÇÃO DOS EXTRATOS BRUTOS 
ENZIMÁTICOS 
 As fermentações foram realizadas utilizando substratos comerciais de celulose 
microcristalina (AVICEL) e carboximetilcelulose (CMC). 
 Os meios de cultura foram compostos de 20 g/L dos substratos relatados acima (AVICEL® e 
CMC); Extrato de levedura 0,25 g/L; KH2PO47 g/L; K2HPO42 g/L;MgSO4.7H2O0,3 g/L; (NH4) 
2SO41,4 g/L; FeSO4.7H2O 5,0 mg/L,MgSO4.4H2O 1,6mg/L, ZnSO4.7H2O 1,4mg/L e CoCl2.6H2O 
2,0mg/L, pH 5,0 (Mandelse Weber, 1969). As fermentações foram realizadas em agitadores a 150 
rpm e 30 °C durante 240 h, onde as amostras foram adquiridas a intervalos de 48 h (Rocha et al. 
2013).  
Brazilian Applied Science Review 
 
Braz. Ap. Sci. Rev., Curitiba, v. 2, n. 3, p. 779-787, jul./set. 2018. ISSN 2595-3621 
782  
 As amostras colhidas foram centrifugadas em uma centrífuga refrigerada a 4 °C e 18.200 g, 
seguindo do descarte do precipitado (células microbianas) e o sobrenadante (extrato bruto 
enzimático) foi submetido a análises para determinação das atividades enzimáticas. 
 
2.3 ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 
2.3.1 Atividade CMCase 
  Para a quantificação da atividade CMCaseforam incubados 50 μL de extrato 
enzimático (diluído) com50 μL de solução de CMC (2 % m/v) a 50 °C por 15 min em tubos 
eppendorf de 2 mL (adaptado deGhose 1987). Após o tempo reacional, os tubos foram incubados 
imediatamente a 100 °C por 5 min, para parar a reação enzimática. Em seguidaforam adicionados 
300 μL de DNS, e incubados ostubos por 5 min a 100 °C. Após este período, adicionado 1,5 mL de 
água, seguido de homogeneização.Então quantificadas as reações verificando a intensidade da cor 
formada em espectrofotômetro a 540 nm. Previamente foi feita umacurva de calibração utilizando 
glicose como padrão. Uma unidade de atividade enzimática foidefinida como a quantidade de 
enzima capaz de liberar 1 μmol de açúcares redutores (glicoseequivalente) por minuto.O açúcar 
redutor foi medido de acordo com Miller (1959). 
 
2.3.2 Atividade FPase 
  Para a quantificação da atividade FPaseforam incubados 500 μL de extrato 
enzimático (devidamentediluído) com 1 tira de papel de filtro Whatman nº1 de 1x6 cm (enroscada) 
e 1 mL de tampãocitrato de sódio pH 5,0 em tubo de ensaio a 50 °C por 1 hora (adaptado de Ghose, 
1987).Transcorrido o tempo reacional, os tubos foram incubados imediatamente a 100 °C por 5 
min, paraparar a reação enzimática. Em seguida foram adicionados 3 mL de DNS e posteriormente 
os tubos foram submetidos por 5min a 100 °C. Após esfriamento dos frascos foram adicionados 20 
mL de água e as soluçõescontidas nos tubos foram homogeneizadaspor inversão, então 
quantificados a intensidade da cor formada em espectrofotômetro a540 nm. Previamente foi feita 
umacurva de calibração utilizando glicose como padrão. O açúcar redutor foi medido de acordo 
com Miller (1959). 
 
2.3.2 Atividade β-glicosidase 
  Para a determinação da atividade β-glicosidaseforam incubados50 μL de extrato 
enzimático (diluído) com 50 μL de solução de celobiose (2 % m/v) por 15 min a 50 °C em tubos 
eppendorf de 2mL (adaptado de GHOSE, 1987). Após o tempo de reação os tubos foram incubados 
imediatamente a 100 °Cpor 5 min, de forma a promover a inativação das enzimas. Em seguida foi 
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adicionado 1 mL de reativoenzimático glicose oxidase (GOD) para dosagem de glicose e incubados 
os tubos novamente, desta veza 37°C por 15 min. Finalmente, adicionado 1 mL de água destilada 
para realizar as leiturasdas absorbâncias (505 nm). A quantidade de açúcar redutor foi medida 
utilizando um kit enzimático comercial (Laborlab) contendo glucose oxidase (Henry et al., 1974). 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Para obter um melhor entendimento dos dados da hidrólise a partir de fontes comerciais de 
celulosemicrocristalina (AVICEL®) e carboximetilcelulose (CMC), determinamos as atividades 
enzimáticas de CMCase, FPasee β-glicosidaseregistradas durante 240 h de fermentação das 02 
cepas estudadas (CBA-511 e CBA-519). Osexperimentos de controle negativo (com adição de 
tampão em vez de mistura enzimática) não apresentaram liberação de açúcar. Em geral, as 
atividades enzimáticas alcançadas neste estudo não foram maiores do que as atividades relatadas na 
literatura (Maeda et al., 2011; Goldbeck et al., 2013). 
 Porém, a Tabela 2 indica que a cepaM. guilliermondii(CBA-511)é um produtor eficiente de 
celulases e β-glicosidases, proporcionando um equilíbrio justo entre as atividades de celulase na 
preparação enzimática. Esse resultado parece consistente com estudos prévios de Goldbeck et 
al.(2013). 
 De acordo com Maeda et al. (2011) a alta proporção de atividade de β-glicosidases para 
FPase é importante em processos simultâneos de sacarificação e fermentação (SSF) para evitar a 
acumulação de inibidores de cellobiohidrolases (celobiose) nos meios de reação. Na Tabela 2 a 
relação de atividade FPase e β-glicosidases no extrato bruto de P. funiculosum e T. harzianum foi 
próxima de 1:4,5 e 1:3,7, respectivamente, enquanto a proporção Multifect® foi de 1:1. Enquanto 
para as cepas deste trabalho, CBA-511 e CBA-519 a relação de atividade FPase e β-glicosidases foi 
1:1,3 e 1:2,8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2. Atividades celulásicas de diferentes fontes de microrganismos usados para ensaios de hidrólise da celulignina. 
Fonte Enzimática Atividades (U/mL) Fonte do resultado 
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FPase CMCase β-glucosidade 
 
Penicilliumfuniculosum 5,80 125,00 26,60 Maeda et al. (2011) 
Trichodermaharzianum 8,40 121,40 31,40 Maeda et al. (2011) 
Multifect® 174,20 6500,00 195,30 Maeda et al. (2011) 
Acremoniumstrictum 4,50 65,00 4,00 
Goldbeck et al. 
(2013) 
CBA-511 - M. guilliermondii 4,28 52,67 3,19 este trabalho 
CBA-519 - Pichiakudriavzevii 3,47 48,03 1,22 este trabalho 
 
 Analisando as Figuras 1 e 2, observa-se que as maiores atividades encontradas para CMCase 
e FPase são obtidas quando cultivadas usando a celulose microcristalina AVICEL® como indutor 
após 96 h de fermentação para a linhagem 519 e para a linhagem 511 após 96h (CMCase) e 144h 
(FPase). No entanto, no cultivo usando carboximetilcelulose (CMC) nas primeiras 72 h, há um pico 
de atividade hidrolítica para CMCasetanto para a cepa 511 quanto para 519.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Comparação da atividade de CMCase de P. kudriavzevii (CBA-519) e M. guilliermondii (CBA-511) usando 
substratos comerciais de carboximetilcelulose – CMC e celulose microcristalina AVICEL® durante 240 h de 
fermentação. 
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Figura 2. Comparação da atividade de FPase de P. kudriavzevii (CBA-519) e M. guilliermondii (CBA-511) usando 
substratos comerciais de carboximetilcelulose – CMC e celulose microcristalina AVICEL® durante 240 h de 
fermentação. 
 
 A atividade da β-glicosidase também foi determinada (Figura3) e um aumento gradual da 
atividade foi observado até atingir um valor máximo de 3,2 U/L para o cultivo empregando 
AVICEL® após 144 h de fermentação. Isso pode ser justificado pelo fato de que a taxa de hidrólise 
de β-glicosidase aumenta proporcionalmente com a diminuição do tamanho do substrato (Whitaker, 
1994). Por outro lado, no tempo de 240 h é observado uma queda acentuada na atividade enzimática 
pela linhagem CBA-511. 
 Em cultivo com carboximetilcelulose (CMC), a atividade máxima registrada foi de 2,4 U/L 
após 96 h de fermentação para a linhagem CBA-511. Segundo Goldbeck et al. (2013), CMC é uma 
molécula mais curta do que a celulose, assumindo que esse substrato seja reduzido em menos 
tempo, justificando assim o pico da atividade antecipada. Para este experimento, não foi possível 
observar as atividades enzimáticas para a cepa CBA-519 após 72h, pois os resultados ainda não 
foram analisados. 
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Figura 3. Comparação da atividade de β-glicosidase de P. kudriavzevii (CBA-519) e M. guilliermondii (CBA-511) 
usando substratos comerciais de carboximetilcelulose – CMC e celulose microcristalina AVICEL® durante 240 h de 
fermentação. 
 
4 CONCLUSÕES 
 Entre os substratos, a celulose microcristalina (AVICEL®) foi a que resultou nas maiores 
atividades enzimáticas, tanto para a cepa 511 quanto 519, principalmente após 96 horas de 
fermentação. 
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